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〔原著〕 赤血球の加齢l乙伴う ふaminolevulinic
 
acid dehydratase活性の低下国子の解明

大石 英 俊*
〈昭和57年11月1213受付)
を~墨要 田 
5・aminolevulinicacid dehydratase (ALAD)活性は， 鉛によって低下するが，赤血球の加
齢によっても抵下を来す。本実験は，赤車球の加齢に伴う ALAD活性の低下国子を解明する
目的で行った。実験結果を要約すると次の如くである。 1) 幼若・老赤血球中の鉛量と ALAD
活性を測定し比較した。勢若赤血球中には 32-68ng/1 x101ORBC，老赤血球中には 61-115ng/ 
1X1010 RBCの鉛量が澱定された。その結果，老赤重工球中の鉛量は 20-50ng!1 X 1010 RBC多か
ったが，活性怒下をもたらす主因とは考えられない値であった。 2) 幼若・老赤血球の溶血液
に Zポ (0.25mM) とDTT (lOmM) を添加し， ALAD総活性を求めた結果，幼若赤血球を 
1とすると老赤血球の値は0.50-0.71， 6例平均で 0.6となり，加齢によって，本酵素の総活
性は減少していた。 3) 骨髄赤芽球，幼若・老赤血球の 3者について ALAD総活性を比較し
たところ，赤芽球中の本酵素の個体差は大きく 2倍強の差がみられた。 
ALAD総活性の{直からみて，幼若赤血球の ALADは，骨髄赤芽球に比べ， 5 -19.6%が減少
し老赤血球で、は37-67%が減少していた。また本酵素の SH基の酸化による活'詮抵下は，赤
芽球ではみられなかった。しかし幼若赤重工球で12.6-19.4%が，老赤血球では 24.2-27.3%が
低下していた。
以上の結果を総合すると，加齢によって活性が抵下する現象の主因は， ALAD量の減少であ
り，次いで ALADの酸色による活性抵下と識かながら血中鉛量の増加が前与していると考え
らnる。 
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略語一葉 :ALAD，δ・aminolevulinicacid dehydratase; PBG，porphobilinogen; DTT， 
dithiothreitol; ALA，ふaminolevulinicacid; GSH，reduced glutathione 
であると考える。{間格差の要因の中で，個体の加齢と 
1.序文
ALAD活性との関係はみられなかったがZL赤血球の
赤血球の ALAD(EC4・2・1・24)は，ポノレフィヲ 加齢との関連では，加齢に伴い ALAD活性の低下が大
ン合成系の残遺酵素として存在している。この酵素は鉛 きいことが認められた叱しかし ALAD活性の低下ノξ
に鋭敏に反応し活性低下を来すことから，鉛の生体影響 ターン，ならびにその抵下量は一様で、辻なかった。そこ
の指標として，鉛作業者の鍵康診断に居いられている。 でこの ALAD活性低下の陸子を究明する実験を行つ 
しかし，同レベノレの車中鉛量 (Pb.B)で比較すると，個 f乙。
体差が大きく1)鉛の影響を知る上で個体差の究明は重要 辻じめにワサギ赤血球を遠心分離して，幼若赤血球か 
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ら老赤血球に分仇 ALAD活性と血液鉛を測定し，加
齢による ALAD活性の抵下に及ぼす鉛の影響を比較し
た。続いて， Zn*とDTTを添加して総活性を求める際
に，幼若赤血球でも DTTの諒却で ALAD活性が上
昇してくることから，骨髄素芽球，幼若赤血球，老赤血
球中の ALADの様態について比較し，加齢に伴う活性
低下因子の解暁を計った。 
1. 実験試料ならびに測定方法
工 実験動物
実験動物は， 3.5--4kgのウサギを用いた。餌料辻 E
本クレア製ウサギ・モルモット毘 RC-1li!!l型館料を与
え，飲料水は水道水を自由摂取させた。 
2.赤血球の比重分別法3)
血液は 1缶約 10mlから 50mlをウサギ耳静脈より
採取した。血按疑国阻止剤は，ヘパPン (10万単位Im1)
を用いた。ウサギ赤車球の寿命を約60日4)として，車液
を平底試験管に入れどC2，000Xg 30分遠沈し，沈降で、 
した赤血球を 8分画して夫々を生理食塩液に浮遊せしめ
る。次いで各浮遊液を再度 2，000Xgで 20分遠沈1--，赤
血球の上部1/8を生理食塩液に浮遊させ測定試料とした。
ただし最下露分画は上部1/8，下部1/8を誤IJ定試料とした
(図工)0 8分酉各層を用いない場合は， 8分酉最上層の
再遠沈上部出分画試料を幼若赤血球，最下層分画の再遠
沈下部1/8分画試料を老赤血球と称した。 
3. 骨髄赤芽球の分離法
ウサギをベントパルピタール麻酔下で、説血によ担屠殺
し，速やかに大腿骨，下腿骨を軒り出し，骨髄組織をヘ
バリン溶液中にかき出し，援持器にて十分護持し骨髄紹 
Fraction 1 
Fraction 5 
---き
(2.000xg:3伽1In) 
(2，OOOxョ:2伽l;n)
毘1.赤車球の遠心分足立法
抱浮遊液を誤製する。木村らめの報告したアラゼアゴム
比重疫をポPピニノレピロリドンにかえ，以下木村らの方
法に準じた。1.055と1.060のポヲピニノレピロリドン詑
重液を調裂し，再液を小試験管中に重層し，その上部記
骨髄浮遊液を静置してどC12，000Xg 30分遠沈した。
商比重液の界直に屠状記浮遊する細臆層を採取し，次い
で生理食塩液で洗浄しポリビニノレピロリドンを捺去し
て，骨髄赤芽球浮遊液を{乍習測定試料とした。 
4. グノレ漉過の条件
前述の比重分別法で得られた幼若・老赤血球を 3f吾量
の蒸留水で溶血させ，溶血液を 38，000Xg，40Cで50分
間遠沈し，その上清 1m1をゲノレ櫨退試料とした。グル
寝過は Amicon社製の 15mmX900mmのカラムを用
い，ゲノレは SephadexG・75を使用した。溶出条{牛は50 
mMヲン酸緩笹液pH7.0を用い，溶出速度は 0.8ml/min
で行い，溶出液採取量は工酉分 2.4mlとした。 
5. ALAD活性の測定法

ヱ)ALAD表面活性の測定

血液 O.lml~こ蒸留水 0.9ml を加えて諮車しこれに 
50mM ALA水溶液 1容と pH7.0の O.lMヲン酸
緩衝液2容の握液 1mlを加えて，亘ちに反応液中の溶
存酸素を減圧鋭気心して N2ガスで詩入し， 370C60分加
湿後， 10%トリクロル酢重量 1ml にて，反応を停止させ，
室温で 3，000r.p. m. 5分遠沈し，その上清 1mlに対し
等量の NewEhlrich試薬を加えて発色させ， 15分後553 
nmで比色した。活性の表現単設は μmolporphobi1ino-
gen(PBG)/ml RBC/hrで為る。 
2) ALAD総活性の瀦定7)
前記 10倍溶血液 1出 iに2.5mMの酢酸亜鉛(Zn'Ac) 
溶液 50μ1と0.2MDTT溶液 50plを加え，3rC30分
予備加温したのち， 50mMの ALA水溶液 1容とO.lM 
Pン酸緩欝液 2容の混液 0.3mlを加え， 370C 60分加湿
しトリクロノレ幹酸で、反よさを停止後， 0.2MHgCb溶液50 
μをおえ，以下の操作は前述 1)と同様におこなった。 
3 )ゲ、Jレ譲過器出液の ALAD活性の誤H定
グノレ漉進溶出分画 0.5mlに 25mMのZn・Ac50plと 
20mMの DTT50μiを加え， 370C 30分の予信加温を
行った後，以下の操作は前述2)と民様におこなっ 
こ。f
6. 血中鉛量の測定
血中鉛量の誤u定は血液試料を蒸宮水で10培溶血し，そ
の 10μ1を誤u定試料とした。測定は Varian1100型フレ
ームレス原子吸光光度計に backgroundcorrectorを接
続して行った。
灘定条件は waveJength293.3nm，slit O.2nm，dry-
251 赤血球の加齢と ALAD活性低下国子の解暁 
ウサギ赤車球を比重分別し，各分画の ALAD活性を
¥ 求め，その結果を図2~こ示した。これは平野らの報告の
n
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説若赤車球に対する老赤血球の ALAD活性は， 1/2_1/4 
に低下してくることが再確認、された。 
2.幼若・老赤血球の ALAD活性と鉛量
加齢に伴う活性抵下の医子として，車中鉛との関係を
みるため，幼若・老赤血球の ALAD活性と鉛量を測定
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のように，赤血球の加齢に伴い ALAD活性は抵下して
いた。抵下の額詞は一様でなく，様々のパターンを示し《 
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図 2.赤血球の却齢と ALAD活性の低下.
ウサギ赤血球の遠心分別試料の ALAD
活性低下パターンの比較(4部) 
ing 800 C X 80sec，ashing，5000 C X 40sec，atomizing 
1，9000Cとし， ramp rateは 8000C x3sec ~こ設定した。 
7. その他の誤.IJ定
血球数の算定は， TOA自動車球計算器 (CC・1002型)
を用いた。へマトクリットは毛細車管法を，ヘモグロビ
ン護度泣シアンメトヘモグロピン法を用いた。締赤血球
の染色は NewWright法でおこなった。
111. 実験結果 
1.赤車球の加齢と ALAD活性の抵下
2 3 4 5 6 8 9 
FRACτION Nl純日 
した。その結果を表工に示した。ここでは幼若赤血球と
老赤血球では血球容積が異るので比較は赤血球 1xl010 
単位で、行った。幼若表卓球の鉛量は 32-68ng(平均 
50ng)であり，老赤車球の鉛量は 61-115ng(平均 87 
ng)であった。各例とも老赤血球中の鉛量は増加してい
た。一方幼若赤血球中の ALAD活性は3.62-1.75(平
均2.52)であったのに対し，老赤血球では 2.15-1.03 
〈平均1.54)と低下していた。 
3.加齢と ALADの減少
血中鉛量以外の要因として他の酵素でもみられるよう
に，加齢中に酵素が減少8・11)してゆくのではないかと考
え，幼若・老赤車球の溶血液をゲノレ擦過した ALADの
粗精製標品について活性値を求めた。図 3~乙示したよう
に，幼若赤車球に対して老赤血球の活性は抵下してい
た。以後再者の比較をゲ、ノレ濃退試料で、行うには，採車量
が多くなる故出来るだけ小量の試料で比較を行うため，
グノレ櫨過試科の ALAD活性と同様に Zn*とDTTを
添加して活性記条件を求めた。その結果菌 4に示したよ
うに Zn*は 0.25mM，DTTは1O-20mMの漆却で最 
表1. 幼若赤血球と老赤血球の ALAD活性と赤血球鉛含有量
ALAD活性本 赤血球鉛含有量料 
幼若赤血球 老赤血球 減少率(%) 幼若手字血球 老赤血球 土普 量主 
No. 1 
No. 2 
No. 3 
No. 4 
No. 5 
2.71 
2.10 
1.75 
3.62 
2.47 
2.15 
1.58 
1.18 
1.92 
1.12 
20.8 
25.0 
32.0 
47.0 
54.8 
つ臼ワ白 
AV
4633
つ ハ -
41 
63 
112 
61 
82 
73 
21 
50 
ームハリワ山QUFhunδ 
No. 6 
No. 7 
No. 8 
3.09 
2.53 
1.86 
1.77 
1.57 
1.03 
42.6 
38.1 
42.2 
ヴ 4
口 090
4-FO
戸 。
86 
107 
115 
39 
49 
47 
Range 1.75-3.62 1.03-2.15 20.8-54.8 30-68 61-115 21-50 
M.V. 2.52 1.54 37.9 48 87 40 
S.D. 土0.59 :tO.38 土 10.9 士13 :t20 土10 
*: ALAD活性 :μmolPBG/lX 101ORBC/hr. 林:赤血球鉛含有量:ng/1X101ORBC. 
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題	 3. 幼若・老赤血球溶血液のグル諒過試料の 
ALAD活性{康光度)の比較.
幼若，老赤血球 (0.25m!: 5 X 106RBCjmm3) 
Sephadex G-75溶出液の ALAD酉分の比
較
図 5. ゲノレ靖過サンプルと DTT，Zn*添加による
活性化 ALAD活性の相関.
表 2. 幼若・老赤血球の ALAD活性の比較 
Activated ALAD activity 
Y oung red cells (ratio) Old cells 雪 
U
F g ¥ E E K
〆句宅 
nυnunu.un( ミ  
皇 No. 1 1.93 (1 : 0.53) 1.02 。 。 。 No. 2 1.13 (1 : 0.55) 0.90 
。 。	 No. 3 1.16 (1 : 0.50) 0.58 
。• • No. 4 1.13 (1 : 0.69) 0.78 
• 

No. 5 1.52 (1 : 0.62) 0.94 
No. 6 2.16 (1 : 0.71) 1.53 
ム ム ム
ム ム ALAD acti vi ty :μmol PBG/ml RBC/hr. . . A . E
A 
& 
ALADの活性化条件を求めたなかで， 30--90%の網
〉〉と〉己
ム ALADの酸化4.U〈己主〈
DTT害事血球を主体とした幼若赤血球も の添加で活性が
上昇した。これは，本酵素の SH基が酸化を受けている
DτT(照的 {ー〕 1 5 10 2030 ことが示唆された。この喜変化は invivoでの現象か，或
Zn++(mM){ー〕 0.25 いは採血後 invitroの操作にて生じたものか，先づ in 
陸 4. DTT，Zn*添加濃度と ALAD活性. 
0:;幼若赤車球 ，No.2A:，・ vitroの操作中に溶解する酸素の影響を除くため減圧説ム:老赤血球 :RabbitNo.1。ム
高活性が求められた。この活性化条件で求めた幼若・老
気をして ALAD活性の測定をしたところ，対票に比べ
て7%程度の活性上昇が認められた。しかし DTTの添
加による活性上昇は更に大きいことより，末梢車として
赤血球の活性笹とゲル寝過試料の平均活性(吸光度)を
図5に示した。両者の相関関係は彊めて高く，相関係数
は r=0.987と言うイ庄が得られ呂帰直線は y=0.129x十 
0.003であった。 
6羽のウサギの幼若・老赤血球の ALADの総活性値
を表2に示した。幼若赤血球の活性{直を 1とすると，老
となり，赤卑球中の0.61)(平均0.71.，0.50赤血球では 
ALAD辻加齢に伴い減少してゆくことが解った。
体循環中に ALADの SH基は，酸化12)を受けているで
あろうことが示唆された。そこで骨髄赤芽球中でも 
ALADの酸化が生じているものか否かの確認と， ALAD
の生合成後の減少額向を知るため骨髄赤芽球，幼若・老
赤血球の 3者について比較した。 Zn*とDTTを添加し
て求めた総活性と， Zn*を添加後に減圧説気して求めた
活性値との差を， ALADの画変化記よる活性阻害とした。
図6に5例の ALAD総活牲の減少率を表3~こ DTT の 
253 赤JIL球の加齢と ALAD活性抵下冨子の解明
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加齢による車中鉛量の増量が考えられたが，部定の結
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。 が全て ALADと結合していると言う確証はないが，ゲ
ム ノレ漉過分画で、ヘモグロピン画分と ALAD酉分に結合す
る鉛量を澱定したところ，血中鉛レベルで 50μg/1000mlき 
程度迄 ALAD酉分の鉛は投与量に比例して増加すると
言う Sakaiらゅの報告や，ウサギに体重 kg当担lOflg
4g 
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題 6.骨髄赤芽球に対する幼若・老赤血球の ALAD
活性の減少率(5170 
ALAD活f生:DTT (10mM)Zn* (0.25mM) 
添加による ALAD総活性 
添加で包装した ALAD活性量を鼓北による活性減少率
，._2.66活性は，ALADとして示した。骨髄赤芽球の 
5.57と2信強の分布揺を示したく医 7)。酵素の減少詰
夫々の骨髄赤芽球の値と比較すると，幼若赤血球ですで
が減少66.9%，._37が減少し老赤血球では5---19.7%に 
していた。
，._0.5の添加で上昇した活性鑑は，赤芽球でDTT一方 
2.6%，坊若赤血球で辻12.6--19.4話，老赤血球では24.2 
2含脊量にALAD弘に達した。骨髄赤芽球では27.2，._
倍強の個体差がみられた。又赤血球の加齢で速やかな酵
素の減少を来し，加えて欝素の鼓化による活性低下が生
の鉛を静脈内投与しても急速に活性抵下を来すこと1めか
らみて，鉛の ALAD fこ対する作用は迅速であると誰定
し得る。この我々の得た読若・老赤車球工 X1010RBC当
り数十ngの鉛量の差は，鉛投与実験かち類推して数%
程度の活性担害にしか該当せず ALAD活性抵下の主因
とは考えられなかった。 ALADを精製した研究者によ
って，本欝素は Zn酵素であること， SH基探護弗!の 
DTT • GSH . Cysteineが有効であることが報告されて
いるお〉。そこで本酵素の活性化条件に Zn*は酢酸亜鉛
を， SH基保護剤として DTTを用い， ALADの活性
化条件を求めた。 Zn*は 0.25mM，DTTは 10mMの
添加で最高活性が得られた。この添加護度で，活性化し
た ALAD総活性と粗精製酵素活性との高い相関からみ
て，活性北条件は至適であろうと推断したが，精製酵素
に対する投手ドを用いた Radioimmunoassay法， lmmu-
noassay法を用いた Fujitaら16九五ajimotoら17)によって
この溶血液の活性北条件で求められた総活性は ALAD 
の量的な値を示しているということが立証された。 赤
じていることが認められた。 車球の ALADの変動に関して，実験的には Ca-EDTA 
表 3. 赤芽球， 左右若jjJ;血球， 老赤血球の活性化 ALAD活性と酸千ちによる活性減少率
老
赤 芽 球 幼若赤血球 赤 血 球
酸北による 酸化による 酸化によるALAD活性 活性誠少率(%) ALAD活性 活性議少率(%) ALAD活性 活性減少率(%)
No. 1 2.66ヰ 
2.6牢* 
2.36 
16.9 
0.88 
26.1 
2.56 1.96 0.65 
No. 2 3.41 
3.38 
0.8 
3.07 
2.50 
18.6 
2.15 
1.63 
24.2 
No. 3 3.41 
3.35 
1.8 
2.88 
2.32 
19.4 
1.21 
0.88 
27.2 
No. 4 4.00 
3.98 
0.5 
3.80 
3.32 
12.6 
1.84 
1.35 
26.6 
5民o. 5.57 
5.43 
2.5 
4.47 
3.85 
13.9 
2.78 
2.08 
25.2 
本:活性記 ALAD活性 料:酸化による活性減少率=( 1 ，"，，，，~n X100'7 )DTT. Zn j 
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投与後や，大量の採血後に見られる造血能完進時の 
A.LAD活性の増加15Lまた高蛋白と低蛋白食下における 
ALADの比較で，抵蛋白食ラットの ALAD活性は抵
鑑であると言う浦田らの報告叫がみられ，臨床的には賓
車者グルーフ。の ALAD活性は対照者に比べ高いが，賓
血の自復時点では対照と胃レベノレに低下してくるという 
Battistiniら却の報告から考え造血龍完進は ALADを増
加させると言えよう。しかし本実験で素芽球の欝素量に 
2搭強の差がみられたが，同一食，同一環境でかつ採車
の影響のない状態での鋳育条件下では，個体差としか表
現出来ないであろう。末梢血として初期の幼若赤車球中
ですでに ALADは減少していた。かつ ALADの S百
基の酸化も生じていた。老赤車球では更に酵素の減少は
大きく，酸化による活性抵下率も大きかった。これは体
需環中における組織への戴素の洪給面から考えると，赤
車球中の ALADは蹄稽環持と末梢毛細血管で遊離の鼓
素に接する。その際に SH基の酸北がおこなわれるもの
と推定される。組議中の鞍素分圧に比べて約 2.5f音重奏素
分圧が高くなる赤血球中では， SH基の保護機構として
の GSHやグルタチオン環元酵素辻赤車球中の遊離の
酸素に対応し得ないのでは金いかと推定される。老赤
血球中の ALADの酸化による抵下率の増加は，酸イヒ訪
止機講としての GSHやグノレタチオン環元酵素の加齢に
伴う抵下21・22)も加味しているものと思われる。本実験で
骨髄赤芽球試料は DTTの添加によって， 0.5.-2.6%の
活註上昇がみられたが，骨髄組織中よりの赤芽球分離操
作中の酸化を配慮し，かつ 2.-3%前後の活性差は実験
誤差の範曜に属することも考嘉すれば赤芽球での酸化は
なかったものと言えよう。以上の実験と考察を基にする
と，鉛暴露のない健康者の ALAD活性分布範囲の大き
さは1・2九骨髄赤芽球生成過程での ALAD生合成の大
小で、あ担，次いで体循環中に生じてくる ALADの減少
と酸化による活性低下の大小，更に微かながらも血中鉛
の増加の大ふが附与しているものと考えられる。
稿を装えるにあたり，種々御指導，御校関をいただい
た石Jl清文教授に深甚の欝意を表します。また終姑研究
に協力していただいた平野英男助教授，大道正義講師を
はじめ教室員諸足に感諜いたします。
本研究の一部は第53・54・55西日本産業寄生学会総会
において発表した。 
SUMMARY 
0・aminolevulinicacid dehydratase (ALAD) acti-
vity was .lowered by lead as well as by the aging 
of erythrocytes. Experiments were performed to 
clarify factors to decrease ALAD activity by the 
aging of erythrocyte. The results of these experi-
ments are as follows ; Measurements were conduc-
ted on ALAD activity and lead content in young 
and old erythrocytes. Lead content of both group 
ranged between 32-68 and 61-115 ng/1 X1010RBC， 
and that of old cells was 20-50 ng/5 X 109 RBC 
higher than in young cels. The result revealed 
that the increased lead content was not considered 
as the main cause of decreased activity. 
The fully activated ALAD activity in young and 
old erythrocytes were measured by adding Zn++ 
and dithiothreitol. The activity ratio between 
young and old erythrocytes was 1: 0.6，suggesting 
the decrease in the enzyme amount by aging. 
The activated ALAD activity and oxidation of 
this enzyme were compared in erythroblasts， 
young and old erythrocytes. De査erencesin the en-
zyme activity in erythroblasts were sometimes 
more than double from one rabbit to another. The 
ALAD activity decreased by 5-19. 6% in young 
erythrocytes and by 37-67% in old erythrocytes. 
Treatment of the enzyme in young erythrocytes 
with dithiothreitol increased the activity by 12.6-
19.4% and that of enzyme in old erthrocytes by 
24.2-27.3%. No increase in the enzyme activity 
in erythroblasts by dithiothreitol treatment was ob-
served. 
These results suggest that the decrease of 
ALAD activity by the aging is due mainly to 
the decrease of enzyme amount and partly to the 
oxidation，and slight increase in blood lead. 
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